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RESUMO

Efeito do Extrato Bruto Liofilizado de Mandevi/la tre/urina em camundongos

Inoculados com Toxoplasmagondiiou Células Proliferativas do Sarcoma 180.
Na medicina popular, o extrato de M. velutina vem sendo utilizado no
tratamento de acidentes ofídicos e da Doença de Chagas, além de outros
empregos. O objetivo deste trabalho foi testar este extrato em camundongos
inoculados com Toxoplasma gondii, assim como, em células proliferativas do
Sarcoma 180. O rizoma foi pesado, lavado em água destilada, imerso em
solução de etanol 70%, novamente lavado, ralado e macerado em álcool de

cereais 15%, durante 7 dias à temperatura ambiente. O extrato obtido foi
liofilizado e ressuspendido em água filtrada. Utilizou—se camundongos Swiss
(machos, 35«58g, 5 semanas) mantidos em condições de ração e água ad
libitum e temperatura ambiente, os quais foram separados em grupos com 05
animais em cada. Este estudo consistiu na administração do extrato nas doses
de 100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal pelas vias intraperitoneal ou
orogástrica, no caso de camundongos infectados com T. gondii. Para as
células proliferativas do Sarcoma 180, as doses de B.B.L. utilizadas para a

homogeneização, durante uma hora, foram de 10, 20 e 30 mg/ml de inóculo
e, posteriormente inoculadas em camundongos normais. Os resultados
referentes ao tempo de sobrevivência nos ensaios com T. gondii e, o ganho de

peso, mortalidade e exsudato peritoneal coletado, para ensaios com Sarcoma
180, não apresentaram diferença significativa entre os animais tratados e o

grupo controle. Portanto, não se pôde atribuir a atuação do extrato de
Mandevilla veluíina ao aumento de sobrevivência dos animais inoculados
com Toxoplasmagondii ou com células proliferativas do Sarcoma 180.
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I—INTRODUÇÃO

Em todas as fases do desenvolvimento das civilizações, as plantas
medicinais sempre foram utilizadas pelo homem, gerando um acúmulo de
informações por meio de experiências de vários povos, representando
milênios de história. No entanto, com o advento da síntese química, os
alopáticos passaram a substituir paulatinamente as plantas medicinais, por
possuírem fármacos com funções fisiológicas semelhantes às plantas e serem
sinteticamente produzidos (MING, 1934).

Com o transcurso dos tempos surgiram doenças de interesse mundial,
como a AIDS e O câncer, comprometendo um número crescente de vítimas e,
as drogas utilizadas por não conseguirem êxito na cura destas moléstias
emergentes, além de serem agressivos e de alto custo, contribuíram para o
retorno da quimioterapia ao seu ponto de origem — as Plantas Medicinais.

Na Europa, Estados Unidos, China e Índia, o uso de medicamentos de
origem vegetal é maior do que os quimiosintéticos e, no Brasil, não se dispõe
de dados seguros, entretanto, a tendência de acompanhar o restante do
mundo é forte. Como descrito pelo Centro Internacional de Comercio, houve
um aumento de 20 milhões de dólares, de 1967 à 1971, nas importações de
matéria prima de origem vegetal pela indústria farmacêutica e de
cosméticos, revelando um progresso crescente de 7% (Íbid, 1994). Portanto,
seria imperdoável a desvalorização de seu próprio potencial, por ter a região



tropical brasileira uma grande variedade de plantas medicinais, sendo
algumas destas exportadas.

O Cerrado (sentido amplo), dentre os biomas brasileiros, possui uma
extensa área coberta por um tapete de gramíneas, arbustos e pequenas
árvores retorcidas, além de uma beleza inestimável de flores exóticas e

plantas medicinais. Destacando—se entre estas, a arnica, catuaba, jurubeba,
sucupira, angico, a Mandevilla velutina (Jalapa, Batata do Cerrado, do
Campo ou Infalível), dentre outras.

Essa última planta é um arbusto com raízes tipo rizoma, parte aérea
composta por flores tubulares de coloração rósea e folhas simples e opostas.
Distribuiwse por todo Planalto Meridional, abrangendo a Bahia, Mato Grosso,
Santa Catarina, Minas Gerais, São Paulo e Paraná, sendo encontrada com
maior frequência nestes três últimos Estados (APEZZATO, 1988).

Os componentes do extrato bruto de Mandel/illa velutina destacamwse
por apresentarem ação antiinflamatória contra picada de serpente Bothrops
jararaca (HENRIQUES et al., 1991) neutralizando o edema em pata traseira
de rato inibindo a liberação de ácido aracdônico (CALIXTO et al., 1991),
atuando como antagonistas da bradicinina na inflamação causada pela
peçonha (CALIXTO et al., 1992) e, antagonizam a ação da fosfolipase A2 e

fosfolipase C em edemas de patas de camundongos (NEVES et al., 1993).
Além disso, apresentam certa eficácia no tratamento da Doença de

Chagas Experimental por reduzir significativamente a parasitemia e a
mortalidade de camundongos infectados com ?Typanosoma cruzi (SILVA,
1996). Popularmente, esta planta é empregada no tratamento de outras
parasitoses e em casos de câncer por promover melhoras significativas nos
pacientes.

Devido as diversas aplicações populares sem comprovação científica,
iniciou-se o estudo da possível atuação do extrato de M. velutina em
camundongos inoculados com Toxoplasma gondii ou células proliferativas
do Sarcoma 180.

A toxoplasmose é uma moléstia causada pelo protozoário Toxoplasma
gondii, agente etiológico, que infecta principalmente vertebrados, como
animais domésticos e o homem. Está entre os parasitas de infecções crônicas
mais prevalentes entre os humanos, infectando de 25% a 50% da população
em geral, não discriminando os mais variados climas e condições sociais. A

identificação dos fatores da virulência é complicada pois a doença é

raramente evidenciada em hospedeiros normais, sendo uma infecção
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assintomática (COUTINHO, 1991; KAWAZOE, 1995). E um importante
patógeno oportunista devido a reativação dos cistos formados durante a

infecção crônica em hospedeiros imunocomprometidos, incluindo os

pacientes portadores do vírus HIV (LUFT & REMINGTON, 1998 apud GROSS,

1996), os que receberam transplante de órgãos e os tratados com
quimioterápicos devido ao câncer (ISRAELSKI & REMINGTON, 1993 apud
GROSS, 1996).

O homem adquire a infecção por algumas vias: a ingestão de oocistos
encontrados nas fezes de gatos não—imunes; ingestão de cistos com
bradizoítas e/ ou taquizoítas encontrados em carne crua ou mal cozida,
especialmente de suínos e caprinos; por relações sexuais; pela amamentação
realizada em estado agudo da infecção; ou por infecção congênita ou pré—

natal (COUTINHO, 1992); além da infecção por contato direto com secreções
de animais infectados, por transfusão sanguínea e em acidentes de

laboratório (CAMARGO, ANTUNES & CHIARI, 1995).
Um modelo experimental esclarecedor para estudo da toxoplasmose

são os camundongos, pelo fato destes apresentarem muita sensibilidade à

infecção após inoculação intraperitoneal de formas parasitárias e não existir
acometimento espontâneo. As infeções peritoniais produzem exsudato rico
em formas taquizoitas que se desenvolvem rapidamente, conferindo aos
camundongos um tempo de sobrevida bastante curto, de quatro a seis dias,
no caso de cepas não cistogênicas e de alta virulência. Ao realizar necrópsia
são vistas lesões no fígado, no baço e nos rins (NOBREGA apud NETO et al.,
1982).

já o sarcoma refere—se a um tipo de tumor maligno de origem
mesenquimal que possui, em geral, pouquíssimo estroma de tecido
conjuntivo apresentando uma morfologia líquida, pelo desenvolvimento livre
de células, com vários núcleos de tamanho desigual e citoplasma denso, na
cavidade peritoneal (BOGLIOLO, LIMA PEREIRA & GUIMARÃES CARDOSOSO,

1981).
Os camundongos também representam um ótimo modelo experimental

porque simulam com certa eficiência situações patológicas, possibilitando
assim a realização de inferências à outros mamíferos, além de apresentar,
geralmente, um quadro mais rápido do que seria observado em outros
animais e no homem, viabilizando as pesquisas. Nesses animais há grande
proliferação intraperitoneal levando ao óbito do 100 ao 150 dia. Já ao ser
inoculado intramuscularmente, o sarcoma em questão apresenta
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desenvolvimento de formato sólido, com ulceração avermelhada e,

intraperitonealmente, desenvolve—se na forma líquida já citada, levando a

distensão abdominal (ARAÚJO, 1995).
Portanto, o estudo das utilidades do extrato brutode Mandei/illa

velutillã e seus componentes em relação ao tratamento de moléstias, como
toxoplasmose e um dos tipos de câncer experimental causado por células

proliferativas do Sarcoma 180, que possui mecanismos biológicos
semelhantes aos cânceres de interesse humano, é de grande importância
para o avanço da farmacologia, por poder contribuir para a descoberta de

novas drogas, melhorando a qualidade de vida dos portadores.
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II -— OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito do extrato bruto

liofilizado de Mandevillâ velutina em camundongos inoculados com

Toxoplasmagondii ou com células proliferativas do Sarcoma 180.



)))))))))

)

))))))

)

)))))

))

III - MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Animais

Utilizou—se camundongos da raça Swiss, com aproximadamente 5

semanas de idade e peso médio de 35 g, fornecidos pelos Biotérios das

empresas Vallée Nordeste e Pentapharma. Os animais foram mantidos no
Laboratório de Bioquímica do DEGEB-UFU, em condições de ração e água
filtrada ad Il'bl'tum e temperatura ambiente.

3.2. Extrato Bruto Liofilizado de Mandevilla velutina (SILVA, 1996)

3.2.1. Preparação do Extrato Alcoólico Bruto (E.A.B.) de M.

velutina.
O rizoma de M. vclzltl'na, coletado na região de cerrado em

Uberlândia, foi pesado, lavado em água destilada por 20 minutos, imerso
durante 2 horas em uma solução de etanol 70% e novamente, lavado. Em

seguida, ralado e os seus fragmentos foram macerados, durante sete dias, à

temperatura ambiente, em frasco âmbar, em álcool de cereais a 15%; sendo

que, utilizou—se a seguinte proporção: ] litro de solução para cada 100 g de



rizoma. Após este período, o extrato foi separado dos fragmentos do rizoma e

armazenado à — ZOOC.

3.2.2. Preparação do Extrato Bruto Liofilizado (E.B.L.) de
Mandevilla velutina

O extrato alcoólico bruto obtido, conforme descrito no item 3.2.1, foi
separado em frascos e liofilizado. Os materiais liofilizados foram pesados,
ressuspensos em água destilada e armazenamento a « ZOOC.

3.3. Manutenção da cepa RH de Toxoplasma gondii

Utilizou—se a cepa RH de Toxoplasma gondii, isolada por Sabin, em
1941, do cérebro de criança falecida aos seis anos, que possui uma alta
virulência e patogenicidade (NETO et al., 1982). A cepa fornecida pelo
Laboratório de Imunologia (DEPATNUFU) foi mantida por passagens
sucessivas em camundongos, em intervalos regulares de 48 horas, no
Laboratório de Bioquímica (DEGEBNUFU).

Os procedimentos foram os seguintes: sacrificar o animal infectado e

após, colocá—lo em decúbito dorsal, em seguida, inocular via intraperitoneal
5,0 ml de solução de NaCl 0,85% (autoclavada a 1500C por 15 minutos),
para lavar a cavidade e conseguir as formas taquizoíticas para preparo das
lâminas. RealizouNse a análise qualitativa obtendo, assim, melhores formas
parasitárias e uma baixa taxa de contaminantes (presença de
microorganismos indesejáveis). Em seguida, inoculouNse
intraperitonealmente 0,2 ml do lavado peritoneal por animal.

3.4. Manutenção do Sarcoma 180

Foram utilizadas células proliferativas do Sarcoma 180 fornecidos pelo
Laboratório de Imunologia (DEPAT—UFU), sendo mantidas por repique em
camundongos no Laboratório de Bioquímica (DEGEB—UFU), em intervalos de
dez dias.

Após sacrificar o animal contaminado, o líquido ascítico foi retirado
com o auxílio de uma seringa e, deste separou—se 10 ul para a montagem da



lâmina, objetivando apenas a análise qualitativa das células proliferativas,
seguida da inoculação de 0,3 ml em cada camundongo.

3.5. Quantificações

3.5.1. Cepa RH de Toxoplasma gondii
A quantificação consiste em retirar a solução do animal infectado,

conforme descrito no item 5.3, seguindo os procedimentos descritos por
WILSON, TSAI & REMINGTON, (1980): centrifugar a 1500 r.p.m. durante 10
minutos, e em seguida, ressuspender o precipitado em 5 ml de PES (Tampão
fosfato 0,01M com salina, pH=7,2) e centrifugar novamente nas mesmas
condições. Desta solução final separou—se uma alíquota de 50 ul
acrescentando o mesmo volume de corante Trypan blue 0,4% e, desta nova
solução retirouwse 10 ul dispondo—a em uma câmara de Neubauer para
efetuar a contagem (análise quantitativa e qualitativa: taquizoítas
Vivos/mortos).

O número encontrado foi multiplicado por um fator de correção da
câmara (5X104) e pelo fator de diluição (2), o valor obtido referewse a
quantidade de taquizoítas por ml.

3.5.2. Sarcoma 180
Após retirar o líquido ascítico conforme descrito no item SA., foi

preparado uma solução contendo 50 ul deste e 50 ul de corante Trypan blue
0,04%, desta solução final retirou—se 10 ul para ser disposto em uma câmara
de Neubauer, visando realizar a quantificação de células proliferativas
(Teste de Exclusão: células vivas/mortas). O número médio de células
proliferativas encontrado foi multiplicado por um fator de correção da
câmara de Neubauer (5x104) e pelo fator de diluição, neste caso, 2. Quando
o líquido retirado do animal continha um grande número dessas, a solução a
ser preparada continha, além das quantidades de corante e líquido ascítico
já mencionadas, 100 ul de solução de Ringer Halex Istar, passando o fator de
diluição a ser 4. Após a quantificação, foi inoculado um volume total de 0,2
ml por animal contendo as células proliferativas (PEREIRA et al., 1986).
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3.6. Inoculação dos agentes biológicos:

3.6.1. Taquizoítas de Toxoplasma gondii
A partir da quantificaçãomencionada anteriormente, pôde—se preparar

o inóculo de acordo com a metodologia utilizada.
Nos experimentos que exigiram inoculação direta do parasito, a

solução preparada continha aproximadamente 2x105 ou 105 taquizoítas em

um volume final de 0,2 ml de inóculo por animal, ou seja, o número de

parasitos necessário acrescido de PES.

3.6.2. Células proliferativas do Sarcoma 180

Nos experimentos que exigiram inoculação direta da célula

proliferativa, a solução preparada continha aproximadamente 5x104, 5x105,

2,3x106 e 1,3x107 e 2x106 destas em um volume final de 0,2 ml de inóculo

por animal, ou seja, o número de células proliferativas necessário acrescido

de solução de Ringer.
já nos experimentos em que foi necessária a incubação da célula

proliferativa com o extrato vegetal, a solução inóculo foi preparada da

seguinte maneira: tendo como base o volume total de inóculo por grupo
(Iml), este foi preparado em eppendorfs contendo a dose de extrato vegetal

estipulada acrescida de 2x106 células proliferativas, o qual teve o seu

volume completado com solução de Ringer. Com o auxílio do vórtex, o

inóculo foi rapidamente homogeneizado, sendo posteriormente, agitado

levemente por 1 hora e, em seguida, realizouwse a inoculação.

3.7. Administração do E.B.L. de Mandevilla velutina em camundongos

infectados por Toxoplasma gondii.

3.7.1. Intraperitoneal
O E.B.L. de M. velutl'na foi administrado via intraperitoneal em

intervalos regulares de 24 horas, em quatro doses, 100, 200, 400 e 800

mg/kg de animal. Sendo o início do tratamento distinto para os grupos:

tratamento prévio com duração de três dias antes da infecção (grupo pré—

tratado durante três dias) e tratamento após a infecção, prolongandowse até
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o óbito dos animais (grupo tratado após infecção). Os dez grupos com cinco
animais em cada foram divididos seguindo os seguintes critérios:

* GA, animais infectados pre—tratados durante 5 dias com E.B.L

de M. velutma na dose de 100 mg/kg de animal;
* GB, animais infectados pré—tratados durante 5 dias com E.B.L.

de M. velutina na dose de 200 mg/kg de animal;
* GC, animais infectados pré—tratados durante 3 dias com E.B.L.

de M. velutina na dose de 400 mg/kg de animal;
* GD, animais infectados pré—tratados durante 3 dias com E.B.L.

de M. velutina na dose de 800 mg/kg de animal;
* GE, animais infectados tratados após infecção com E.B.L. de

M. velutina na dose de 100 mg/kg de animal;
* GF, animais infectados tratados após infecção com E.B.L. de M.

veluíína na dose de 200 mg/kg de animal;
* GG, animais infectados tratados após infecção com E.B.L. de

M. velutina na dose de 400 mg/kg de animal;
* GH, animais infectados tratados após infecção com E.B.L. de

M, vclzltjna na dose de 800 mg/kg de animal;
* GI, animais infectados que receberam apenas PBS; portanto,

sem tratamento fitoterápico (Grupo Controle Positivo);
* GJ, animais normais que receberam apenas PES (Grupo

Controle Negativo).
As doses do E.B.L. de M. velutina foram preparadas em um volume

total de 0,2 ml acrescido de PBS, sendo inoculadas via intraperitoneal nos
grupos GA a GH, já os grupos GI e GJ receberam apenas 0,2 ml de PBS em
intervalos regulares de 24 horas. O inóculo continha em média 105

taquizoítas, valor obtido por meio dos procedimentos de quantificação
mencionados no item 5.5.1.

3.7.2. Orogástrica
3.7.2.1. Animais inoculados com 105 taquizoítas/O,2ml de

inóculo
O E.B.L. de M. velufl'na foi administrado via orogastrica em intervalos

regulares de 24 horas, em quatro doses, 100, 200, 400 e 800 mg/kg de

animal. Sendo o inicio do tratamento distinto para os grupos: tratamento
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prévio com duração de três ou sete dias antes da infecção (grupo pré—tratado
durante três ou sete dias antes da infecção) e tratado após a infecção,
prolongando—se até o óbito dos animais (grupo tratado após infecção).

Os dez grupos foram separados conforme os conforme os critério do

item 5.7.1.
As doses do B.B.L. de M. velutina foram preparadas em água filtrada.

Os animais receberam por meio de uma sonda de polietileno acoplada a

agulha de metal 0,5 ml de extrato vegetal (GA à GH) ou de água filtrada (GI

e GJ), diretamente até o esôfago, em intervalos regulares de 24 horas. Já o

inóculo continha em média de 105 taquizoitas, número obtido por meio dos

procedimentos de quantificação mencionados no item 5.5.1.

3.7.2.2. Animais inoculados com 214105 e 105 taquizoítas/0,2 ml

de inóculo
O B.B.L. de M. vellllina foi administrado via orogastrica, conforme

descrito no item 3.7.2.1., na dose de 214,5 mg/kg de animal por ter sido

utilizada por SILVA (1996). Cabe ressaltar que este ensaio foi preliminar aos
ensaios descritos anteriormente. A administração do extrato teve início três
ou sete dias antes da infecção (grupos pré—tratado durante 3 dias ou 7 dias)
ou após a infecção, prolongandoNse até o óbito dos animais (grupo tratado
após infecção). Sendo tanto a administração do extrato vegetal quanto da

água filtrada realizados em intervalos regulares de 24 horas.
Os grupos continham dez animais em cada, sendo separados da

seguinte maneira:
* GA, animais pré—tratados durante 7 dias com leoª parasitos

com B.B.L. de M. velutjna',
* GAª, animais préwtratados durante 7 dias com 105 parasitos

com B.B.L. de M. velutina;
* GB, animais pré—tratados durante 3 dias com 2X105 parasitos

com B.B.L. de M. velutina',
* GB,, animais pré-tratados durante 3 dias com 105 parasitos

com B.B.L. de M. velutina',
* GC, animais tratados após a infecção com leO5 parasitos com

B.B.L. de M. velutl'na',
* GC7, animais tratados após a infecção com 105 parasitos com

B.B.L. de M. velutina;
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* GD, animais infectados com 2x105 parasitos que receberam

somente água filtrada (Grupo Controle);
* GDº, animais infectados com 105 parasitos que receberam

somente água filtrada (Grupo Controle).

3.8. Desenvolvimento de camundongos normais

Um grupo contendo cinco camundongos normais, mantidos nas

mesmas condições descritas no item 3.1., foi formado para ser acompanhado

o desenvolvimento destes, em particular, o peso e a mortalidade. Esses foram

marcados com uma solução de Ácido Pícrico 0,47% em regiões específicas

que os distinguissem: cabeça (C), cauda (R), dorso (D), duas marcas (Zm) e

sem marca (S/m).

3.9. Extrato de Mandevilla velutina homogeneizado com células

proliferativas de Sarcoma 180

Após a realização dos procedimentos descritos no item 5.6.2, formou—

se quatro grupos distintos, com cinco animais em cada, os quais foram

marcados como descrito no item 5.8, sendo que receberam leC)G células

proliferativas homogeneizadas, durante 1 hora antes da inoculação, na

presença ou ausência de B.B.L. de M. velutilla:

* GA, animais que receberam células proliferativas homogeneizadas

com extrato na dose de 10 mg/ml de inóculo;
* GB, animais que receberam células proliferativas homogeneizadas

com extrato na dose de 20 mg/ml de inóculo,
* GC, animais que receberam células proliferativas homogeneizadas

com extrato na dose de 30 mg/ml de inóculo.
* GD, animais que receberam células proliferativas homogeneizadas

com solução de Ringer (Grupo controle).



3.10. Desenvolvimento de camundongos inoculados com quantidades
variáveis de células proliferativas do Sarcoma 180

Foram formados quatro grupos distintos, GA, GB, GC e GD, compostos
por cinco animais em cada devidamente marcados como descrito no item

3.8., que receberam as seguintes quantidades de células proliferativas do
Sarcoma 180: 5x104, 5x105, 2,le06 e 1,3x107, respectivamente, sendo
obtidas conforme descrito no item 3.5.2.

3.11. Seguimento evolutivo dos animais

3.ll.l. Infectados com Toxoplasma gondii
Mortalidade

Acompanhou—se a mortalidade dos indivíduos de todos os grupos
tratados com extrato de M. vc./afina para se relacionar a mortalidade do

grupo controle, sabendo que a inoculação de 105 taquizoitas em um volume
final de 0,2 ml, leva os animais sem tratamento ao óbito entre o sexto e

sétimo dia (BLACK, ISRAELSKI & REMINGTON, 1989).

3.1 1.2. Inoculados com células proliferativas do Sarcoma 180

Medida do peso corporal
Segundo PEREIRA, RASO & COELHO (1986) no décimo dia após a

inoculação das células proliferativas, os camundongos Swiss, sem qualquer
tipo de tratamento, apresentam um aumento em torno de 12 3 em seu. peso,
quando comparado ao anterior a inoculação. Sendo este fator um grande
auxílio para a análise dos experimentos, onde se pesou os animais em

intervalos regulares de 48 horas, utilizando—se uma balança de precisão.

Níveis de ascite
Analisouwse os animais conforme o nivel de ascite desenvolvido por

estes: +, menor diâmetro abdominal", ++, diâmetro abdominal intermediário
e +++, maior diâmetro abdominal.
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Mortalidade
A mortalidade dos indivíduos de cada grupo foi registrada, tanto dos

experimentos com o uso do fitoterápico, como do experimento sem este

tratamento.

Medida do volume intraperitoneal
Após acompanhar a evolução do peso e da mortalidade dos animais,

durante um determinado período, os sobreviventes foram sacrificados ou os

que haviam morrido a poucas horas, foram pesados e o seu líquido

peritoneal retirado com o auxilio de uma seringa, o qual foi quantificado em

uma proveta. Por meio de tal procedimento obtevewse uma provável relação

entre o peso corpóreo e o volume de líquido peritoneal contendo as células

proliferativas do Sarcoma 180.

3.12. Tratamento Estatístico

O tratamento estatístico foi realizado com o auxílio da Prof. Drª

Cecília Lomônaco de Paula do DEBIONUFU, sendo utilizado o programa
Microsoft Systat 6.0. A partir das variáveis: tempo de sobrevivência, modo

de tratamento e quantidade de taquizoitas ou células proliferativas
inoculados7 aplicouwse estatística paramétrica. O teste utilizado foi o ANOVA

e o Tuckey. Já em relação a porcentagem de mortalidade, utilizou—se o teste
do Qui—quadrado, estatística não—paramétrica.



IV - RESULTADOS

4.1. Efeito do extrato bruto liofilizado (E.B.L.) de Mandevilla velutina na
mortalidade de camundongos infectados por Toxoplasma gondii.

4.1.1. Administração intraperitoneal (animais inoculados com 105

taquizoitas)
A investigação do efeito do B.B.L. de Mandel/illa velutjna, feita por

meio da administração intraperitoneal do mesmo em quatro doses distintas,
100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal - conforme descrito no item 3.7.1. —

sobre o tempo de sobrevivência dos camundongos infectados com
Toxoplasma gondii, mostrou que os grupos que receberam o extrato vegetal
e o grupo controle não apresentaram diferença significativa entre si

(p=0,172; Teste ANOVA) (Tab. 01).
Ao analisar a porcentagem de mortalidade até o quarto dia após

infecção, pôde—se encontrar diferença estatística a nível de 0,001
(xz=82,20) entre os grupos que receberam o extrato vegetal e o grupo
controle. Sendo que, a dose de 200 mg/kg de animal destacou, tanto no pré—

tratamento“) como no tratamento“), por manter a taxa de mortalidade dos

grupos GB e GP em 0% e 20%, respectivamente, quando comparado com os

grupos GA, GC, GD, GE, GG, GH e GI que apresentaram as respectivas taxas
40%, 20%, 60%, 80%, 100%, 60% e 80% (Tab.01', Fig. 01). Cabe ressaltar
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que, o préNtratamento durante três dias diferiu do tratamento (p=0,0Z; Teste
ANOVA), sobressaindo o primeiro (X1>Xz).

Grupos » Mortalidade (dia após infecção)
“ >

10 20» SO“ 40,
H

50
>

:60 70 80» 90

GA » » » 02 os » » » »

GB » » » » 04 » » 01 »

GC N N N Ol 02 N 02 N N

GD » » » os 02 » » » »

GE N N 01 OS Ol N N N N

GF N N N 01 02 02 N N N

GG » » » 05 » » » » »

GH Ol Ol N Ol Ol Ol N N N

GI N N 02 02 N Ol N N N

GJ » » » » » » » » »

Tab. 01. Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutina por
administração intraperitoneal em intervalos regulares de 24 h no
tempo de sobrevivência de camundongos infectados por T. gondii:
GA, GB, GC e GD — préNtratados durante 3 dias com o extrato nas
respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal; GE, GF,
GG e GH — tratados após a infecção até o óbito com o extrato nas
respectivas doses anteriores; GI — (Grupo Controle), animais
infectados que receberam v.i. apenas PBS; e G] N animais normais

que receberam v.i. apenas PBS.
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Fig. 01. Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutjna por

administração intraperitoneal em intervalos regulares de 24 h na

porcentagem de mortalidade de camundongos infectados com 105

taquizoítas (T. gondii) até o 4O dia após a infecção. GA, GB, GC e

GD — pré—tratados durante 8 dias com o extrato nas respectivas

doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal; GE, GF, GG e GH —

tratados após infecção até o óbito com o extrato nas respectivas

doses anteriores; GI — (Grupo Controle), animais infectados que

receberam v.i. apenas PBS; e G] - animais normais que receberam

v.i. apenas PBS.



l8

4.1.2. Administração orogástrica
4.1.2.1. Animais inoculados com 105 taquizoítas/O,2ml de

inóculo
A investigação do efeito do B.B.L. de Mandel/illa velutina, feita por

meio da administração via orogástrica do mesmo em quatro doses distintas,
100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal — conforme descrito no item 8.7.2.1.
— sobre o tempo de sobrevivência dos camundongos infectados com
Toxoplasma gondii, mostrou que os grupos tratados com o extrato vegetal e

o grupo controle apresentam diferença significativa entre si (p=0,041,Teste
ANOVA) (Tab. 02).

Ao analisar a porcentagem de mortalidade ate' o quinto e sexto dia
após infecção, pode—se encontrar diferença estatística a nível de 0,001
(Xsoª=117,88; Xeºz=39,00) entre os grupos que receberam extrato vegetal e

o grupo controle. Sugerindo que a dose de 400 mg/kg de animal, na forma
de tratamento após a infecção, proporcionou uma menor taxa de
mortalidade até o sexto dia de 40% para o GG, quando comparado com os

grupos GA, GB, GC, GD, GE, GF, GH e G1 que apresentaram 80%, 80%, 80%,
100%, 80%, 60%, 100% e 100%, respectivamente (Tab.02j, Fig. 05).

Cabe ressaltar que os modos de tratamento diferiram (p=0,02', Teste
ANOVA), tendo o tratamento após infecção“) reduzido a porcentagem de
mortalidade significantemente, quando comparado com o pré—tratamento”)
(Xz>X1). No entanto, quando se analisou até o quinto e o sexto dias após
infecção pôde-se observar que: até o quinto dia, destacouuse o pré”
tratamento com as doses de 200 e 400 mg/kg de animal ao reduzir a taxa
percentual de mortalidade em aproximadamente 40% e 60%,
respectivamente em relação ao grupo controle, exceção feita a dose de
800mg/kg de animal que proporcionou 80% de mortalidade (Tab.02;
Fig.02), e, ate' o sexto dia, o tratamento após infecção com a dose de 400
mg/kg de animal apresentou uma redução de 60% (Tab.02; Fig. 03).

Já pelo Teste Tuckey, constatou—se também que a dose de 400 mg/kg
de animal administrada após infecção (GG) diferiu estatisticamente do grupo
préutratado com a dose de 800 mg/kg de animal (GD) — p=0,015, e também,
do grupo controle (GI) — p=0,047.

Um individuo do grupo tratado (GG) após a infecção sobreviveu por
25 dias até o seu sacrifício, e depois, teve a sua cavidade peritoneal lavada
com PBS, para análise ao microscópico e inoculação em cinco animais
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normais, os quais não desenvolveram o processo agudo da toxoplasmose. Na

análise, observou»se a existência de taquizoitas no líquido peritonial
retirado que apresentavam a membrana externa lesada constatada pela
formação do complexo entre membrana plasmática e corante Trypan Blue.

“Etapas“! Mºrtªlidamnfmçao) ,ª ,":
,

»

, ".

ª 40
**

50.0 T 67—77—qu ioó ]" 113 120 “

LGA '“ >

» 02 02 01 » N N N N

GB » 01 05 » » 01 » N .
GC » » 04 01 » » » N .
GD 01 03 Ol » » » N N ,
GE » » 04 » 01 » » N -

GF » » OS 01 » 01 » » N

GG* » Ol 01 01 » » » Ol »

GH » » 05 » » » N N N

Gl » OS 02 » » » » N N

GJ » » » » » » » » »

Tab. 02. Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutjna por
administração orogástrica em intervalos regulares de 24 h no

tempo de sobrevivência de camundongos infectados com T.

gondii. GA, GB, GC e GD — pré»tratados durante 3 dias com o

extrato nas respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de

animal; GE, GF, GG e GH — tratados após a infecção até o óbito
com o extrato nas respectivas doses anteriores; GI — (Grupo
Controle) animais infectados que receberam apenas água filtrada
v.o.', e G] » animais normais que receberam v.o. apenas água
filtrada. * Ol indivíduo do grupo sobrevivente por 25 dias até
sacrifício.
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Fig. 02. Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutjna por
administração orogástrica em intervalos regulares de 24 h na
porcentagem de mortalidade de camundongos infectados com 105
taquizoítas (T. gondil) até 0 Sº dia. GA, GB, GC e GD— pré—

tratados durante 3 dias com 0,5ml de inóculo, com extrato de M.
veluíina nas respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de
animal; GE, GF, GG e GH — tratados após a infecção com extrato
de M. velutina nas respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg
de animal; GI — (Grupo Controle) animais infectados que
receberam somente água filtrada; e GJ — animais normais que
receberam somente água filtrada.
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Fig. 03. Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. VG'ÍIIÍÍHâ por
administração orogástrica em intervalos regulares de 24 h na
porcentagem de mortalidade de camundongos infectados com 105
taquizoítas (T. gondil) até o 60 dia. GA, GB, GC e GD» pré—tratados
durante 5 dias com 0,5ml de inóculo, com extrato de M. velutina
nas respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal; GE,
GF, GG e GH — tratados após a infecção com extrato de M. velutinâ
nas respectivas doses: 100, 200, 400 e 800 mg/kg de animal; GI —

(Grupo Controle) animais infectados que receberam somente água
filtrada; e GJ — animais normais que receberam somente água
filtrada.
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4.1.2.2. Animais inoculados com umª e 105 taquizoítas/0,2 ml

de inóculo
A investigação do efeito do B.B.L. de Mandel/illa veluíina, feita por

meio da administração Via orogástrica na dose de 214,5 mg/kg de animal,
em intervalos regulares de 24 horas, conforme descrito no item 5.7.2.2,
possibilitou observar que: os grupos inoculados com ZXIO5 taquizoítas
apresentaram diferença significativa entre os que receberam extrato vegetal
e o grupo controle (p=0,045', Teste ANOVA), sendo que o grupo tratado após
a infecção (GC) apresentou um aumento no tempo de sobrevivência, quando
comparado com o grupo controle (GD) (Tab.3a), enquanto, os grupos
inoculados com 105 taquizoítas não apresentaram diferença estatística entre
os grupos (p=0,163; Teste ANOVA), ou seja, o tempo de sobrevivência entre
todos os grupos, GAª, GBª, GC” e GDª, foi semelhante (Tab.3b).

Além disso, o uso de quantidades variadas de parasitos (2x105 e 105

taquizoitas) possibilitou constatar que, quanto maior a quantidade, menor
foi o tempo de sobrevivência dos animais, precisamente no grupo controle —

GD (Tab.3a e Sb).
já ao analisar a porcentagem de mortalidade dos grupos inoculados

com 2x105 taquizoítas até o sexto dia após infecção, encontrou—se diferença
estatística a nível de 0,001 (X6º2=21,06) entre os grupos que receberam
extrato vegetal e o grupo controle (GD), sugerindo que o préwtratamento 3

dias e o tratamento após infecção reduziram a taxa percentual de

mortalidade dos grupos GB e GC em torno de 50% (Fig. 04).
A porcentagem de mortalidade dos grupos inoculados com 105

taquizoítas até o sétimo dia mostrou diferença significante a nivel de 0,005
(X7ºª=14,60), sendo que os grupos pré—tratados 5 dias (GE”) e tratado após
infecção (CC“) apresentaram uma taxa percentual de 20% e 50%,
respectivamente, quando comparado com os grupos pré—tratado 7 dias (GA,)
e o controle (GDª) que apresentaram 80% e 70%, respectivamente (Fig. 06).
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Grupos
.

"Mortalidªd?(diª'após infecçãº)
_

..... 30 40, Sº 6.0, 70
_

80 90 100
GA O] N 02 Ol 04 N 02 N

GB — » N « io — _ »

GC N N N N 07 02 01 N

GD N 05 N N 03 02 N N

Tab.033. Efeito do extrato bruto liofilizado (EBL) de M. velufina, por
administração de 214,5 mg/kg de animal via orogástrica, em
intervalos regulares de 24 h, na mortalidade de camundongos
infectados com ZXIO 5 taquizoítas (T. (gondil). GA N pre'Ntratado
durante 7 dias; GBN préNtratado durante 3 dias; GC N tratado após
a infecção; e GD — (Grupo Controle) animais infectados que
receberam apenas água filtrada.

Grupos Mortalidade (dia após infecção) ,

sº 4ª sº eº 70 sº 90
*

IOº
GA, N N N N 06 02 02 N

GB, N N N N 02 08 N N

GC, N N N N 03 05 01 01
GD, N N N N 07 03 N N

Tab.03b. Efeito do extrato bruto liofilizado (EBL) de M. velutina
administrado na dose de 214,5 mg/kg de animal via orogástrica,
em intervalos regulares de 24 h, no tempo de sobrevivência de

camundongos infectados com 105 taquizoítas (T. gondii). GA, N

préNtratado durante 7 dias; GBR préNtratado durante 3 dias; GC” N

tratado após a infecção; e GD” — (Grupo Controle) animais
infectados que receberam apenas água filtrada.
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GA GB GC GD
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Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutjna
administrado na dose de 214,5 Ing/kg de animal via orogástrica,
em intervalos regulares de 24 h, na porcentagem de mortalidade
de camundongos infectados com ZXIO5 taquizoítas (T. gondiz) até
0 Gº dia. GA - pré—tratado durante 7 dias; GB— pré—tratado durante
5 dias; GC « tratado após a infecção; e GD — (Grupo Controle)
animais infectados que receberam apenas água filtrada.
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Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velutinâ

administrado na dose de 214,5 mg/kg de animal via orogástrica,
em intervalos regulares de 24 h, na porcentagem de mortalidade
de camundongos infectados com 2x105 taquizoítas (T. gondiz) até

o 70 dia. GA7 » pré—tratado durante 7 dias; GBR préutratado
durante 5 dias; GCª » tratado após a infecção; e GD” — animais

infectados que receberam apenas água filtrada (Grupo Controle).
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Efeito do extrato bruto liofilizado (B.B.L.) de M. velufínâ

administrado na dose de 214,5 mg/kg de animal via orogástrica,
em intervalos regulares de 24 h, na porcentagem de mortalidade
de camundongos infectados com 105 taquizoítas (T, gondiz) até o

?º dia. GAª « pré—tratado durante 7 dias; GB,” préutratado durante
3 dias; GC, - tratado após a infecção; e GD, — (Grupo Controle)
animais infectados que receberam apenas água filtrada.
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4.2. Estudo do desenvolvimento de camundongos normais

Ao analisar o desenvolvimento de camundongos normais, mantidos nas
condições descritas no item 5.8, pôde—se observar que 80% destes tiveram
um aumento de peso crescente com pouca variação, atingindo 52,5 % em
relação ao seu peso inicial ao final de 50 dias, permanecendo vivos ao final
de 150 dias de observação. No entanto, um animal que corresponde a 20%
apresentou um decréscimo sucessivo em seu peso, indo ao óbito no 45º dia
de observação (Tab.04).

Período de
'

Peso (g) — ,

' " '
» Média de Taxa % de

Aocmpanhamento
_

Peso : aumentode
&

'

Peso

c R D Zm S/m
'

lº 23,94 19,84 24,22 25,38 27,85 24,25
30 23,89 19,46 24,42 25,47 26,42 23,93 732“—
Gº 23,91 19,63 26,33 25,56 24,69 24,00 41,03
80 24,03 19,46 26,84 25,88 23,46 23,93 «1,32
100 23,89 19,64 27,42 25,79 22,94 23,94 «1,28
120 24,00 19,49 28,74 26,85 22,53 24,32 0,3
140 22,90 19,75 30,86 29,02 19,96 24,5 1,04
160 23,44 20,84 31,89 32,11 19,25 25,50 5,12
190 23,13 20,48 32,85 33,74 19,48 25,94 6,84
210 27,76 20,95 34,95 36,54 19,47 27,93 14,51
zzº 25,86 19,98 34,19 35,90 18,78 26,94 10,97
450 28,65 21,63 35,80 38,31 » 31,09 26,37
500 31,58 27,77 38,08 40,12 — 34,38 41,77

Tab. 04. Acompanhamento do desenvolvimento, durante 50 dias, de

camundongos normais. Marcações individuais: C — cabeça; R —

cauda", D — dorso, Zm — duas marcas, S/m — sem marca; « óbito.
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4.3. Efeito do extrato bruto liofilizada (EBL) de Mandevilla velutina
homogeneizado com células proliferativas do Sarcoma 180

A investigação do efeito nas doses de 10, 20, 30 mg/ml do B.B.L. de
Mandei/illa velutl'na sobre leoª células proliferativas do Sarcoma 180,
conforme descrito no item 5.9., possibilitou observar que o ganho de peso
inicial dos animais, até 540 dia após inoculação, não apresentou diferença
significativa entre os grupos (p=0,567; Teste ANOVA). No entanto, após este
período, constatouwse um aumento no peso do grupo controle (GD) em
aproximadamente 110% em relação ao peso inicial deste, quando comparado
com a taxa de crescimento médio de 60% dos outros grupos que receberam o
extrato vegetal (Tab.05', Fig.07).

Não foi possível observar a variavel tempo de sobrevivência pois todos
os animais sobreviventes foram sacrificados ao final de 60 dias.

Após este período, o líquido peritonial de quatro desses animais foi
removido e quantificado conforme descrito no item 5.11.2., cujos volumes
foram variáveis dentro de um mesmo grupo (8 e 4 ml no GA e, 0,5 e 68 ml,
no GD). Os animais sobreviventes do GB e GC não desenvolveram ascite e,
portanto, não foi possível a retirada de líquido peritonial (Tab.06).
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Fig.07. Taxa percentual de aumento de peso de camundongos inoculados

com leO6 células proliferativas do Sarcoma 180 em 0,2 ml

homogeneizadas durante 1 hora com extrato bruto liofilizado de

M. velutinâ nas seguintes doses: 10, 20 e 50 mg/ml de inóculo.

GA, GB e GC, receberam células proliferativas homogeneizadas

com extrato vegetal nas doses de 10, 20 ou 30 Ing/ml,

respectivamente; GD recebeu células proliferativas não

homogeneizadas com extrato vegetal.



4.4. Estudo do desenvolvimento de camundongos inoculados com

quantidades variáveis de células proliferativas do Sarcoma 180

A partir do seguimento evolutivo dos animais inoculados com doses
crescentes de células proliferativas do Sarcoma 180, conforme descrito no
item 3.10, pôde«se perceber uma dilatação abdominal assemelhandoNos às
fêmeas prenhas, e concomitantemente, uma massa muscular atrofiada e

vértebras salientes na coluna vertebral, quando comparadas com animais
saudáveis. Isto ocorreu independentemente do número de células
proliferativas inoculadas, porém, cabe ressaltar que alguns indivíduos dos

grupos não desenvolveram ascite, mas perderam peso (O indivíduo (A) no

GA, 02 A no GB", 01 A no G0, e 01 A no GD). Além disto, houve também
animais que não desenvolveram ascite e não perderam peso considerável,
como exemplo, o grupo inoculado com 5 x 104 células proliferativas (GA),
onde 60% dos animais não desenvolveram ascite até 120 dias após a

inoculação (Tab. 07 e 08', Fig.09).
Os níveis de ascite (Fig.08) apresentados pelos animais em cada grupo

foram: GA 01 A com o nivel ++ e 01 A +++ até o óbito, 0 GB, 01 A com o

nível + e 01 A com +++-, o GC, 01 A com o nível ++ e 04 A com +++; e o

GD, 01 A com o nivel ++, 05 A com +++ (Tab. 07).
Ao analisar o ganho de peso inicial dos animais, até o 190 dia após

inoculação, foi possível verificar que não houve diferença significativa entre
os grupos (p=0,659, Teste ANOVA), ou seja, o acréscimo de peso foi
semelhante para todos os grupos (Fig.10). No entanto, os grupos diferiram
em relação ao tempo de sobrevivência (p=0.00; Teste ANOVA), sendo que o

grupo que recebeu 5X1O4 células proliferativas (GA) sobreviveu por mais

tempo em relação aos outros grupos, GB, GC, GD, grupos inoculados com
5x105 , 2,5)(106 e 1,3x107, respectivamente (GA/GB — p=0,00Z; GA/GC —

p=0,000 GA/GD — p=OgOOO', Teste Tuckey) (Tab. 08; Fig.09).
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Tab.07. Acompanhamento do desenvolvimento de ascite ou não em camundongos
inoculados com 5x104 (GA), 5x10 5 (GB), 2,3)(106 (GC) 6 1,3x107(GD)
células proliferativas em 0,2 ml de inóculo. Marcações individuais: C —

cabeça; R — cauda; D — dorso; Zm — duas marcas; S/m — sem marca; * —

animais com perda de massa muscular aparente.

Fig. 08. Níveis de ascite desenvolvidos por animais inoculados com células
proliferativas do Sarcoma 180: +, menor diâmetro abdominal-, ++,
diâmetro abdominal intermediário; +++, maior diâmetro
abdominal
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Fig.09.Taxa de sobrevivência de camundongos inoculados com 5X104 (GA),

5X105 (GB), 2,3)(106 (GC) 6 1,3x107 (GD) células proliferativas do
Sarcoma 180, acompanhada durante um período de 100 dias após

inoculação.
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Fig.]O. Taxa de crescimento percentual de camundongos inoculados com
5x104 (GA), SXIO5 (GB), 2,3)(106 (GC) e 1,3)(107 (GD) células
proliferativas do Sarcoma 180, acompanhada durante um período de
100 dias após inoculação. GE — animais normais (item 4.3; Tab.04).
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v - DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

O estudo dos possíveis efeitos do extrato bruto liofilizado de

Mandevilla velutina em Toxoplasma gondii e em células proliferativas do

Sarcoma 180, teve início a partir do trabalho de SILVA (1996), que
administrou este extrato em camundongos infectados com Trypanosoma
cruzi obtendo resultados promissores com relação à redução da parasitemia
e da mortalidade. Dessa maneira, poder«se—ia conhecer o espectro de

atuação deste extrato vegetal, assim como, o possível mecanismo de ação, ou
seja, se este estaria atuando direto e especificamente sobre um determinado

parasito ou sobre o sistema imune do hospedeiro.
O extrato foi preparado conforme os procedimentos descritos pelo

autor acima citado, os quais foram estabelecidos após uma série de

tentativas para se obter uma maior quantidade de princípio(s) ativo(s) e sem

proliferação acentuada de microorganismos.
A primeira etapa, deste trabalho, consistiu no estudo da atuação do

extrato de M. velutina em camundongos inoculados com T. gondii.
A princípio não se realizou o processo de quantificação dos

taquizoítas, sendo inoculada uma quantidade aleatória, irregular e

demasiadamente alta destes, levando os animais ao óbito em torno do Zº e Sº

dia, independentemente de terem sido tratados ou não com o extrato vegetal.
No entanto, com o objetivo de padronizar o número de parasitos a ser
inoculado, o que viabilizaria o tratamento dos animais por um período
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prolongado uma vez que, a cepa RH e considerada altamente virulenta, nãcy
cistogênioa e patogênica, realizou-se a quantificação, descrita no item 5.5.1.

Desse modo, inoculou—se em média 105 taquizoítas para levar os animais ao

óbito em torno do Gº e ?º dia (BLACK, ISRAELSKI & REMINGTON, 1989).
No entanto, ao realizar o ensaio testando as quantidades 105 e 2x105

taquizoítas em um número maior de animais, conforme descrito no item

3.7.2.2, constatouvse 50% de mortalidade nos animais normais inoculados

com a maior quantidade até o quarto dia após infecção e, a menor
quantidade acarretou 70% de mortalidade até o sétimo dia. Este ensaio foi

realizado principalmente para observar, nas condições existentes, o tempo
de sobrevivência dos animais mediante o número relativo de parasitos
inoculados (item 4.1.1.2“, Tab.08a e OSb).

No que se refere a dose do extrato, pôde—se observar que a de 200

mg/kg de animal foi a melhor na via intraperitoneal e a de 400 mg/Kg de

animal destacou—se na via orogástrica (itens 4.1.1 e 4.1.2.1) Isso pôde ter
ocorrido pelo fato de que ao se inocular o extrato diretamente no peritônio,
este proporcionou uma extensa superficie de absorção com acesso rápido e

irrestrito a circulação, havendo, portanto, perda mínima de principio(s)
ativo(s) enquanto que, na administração orogástrica, ocorreu perda deste(s),
possivelmente, devido a uma série de fatores que puderam ter interferido na

absorção: pH, conteúdo gástrico, motilidade intestinal, solubilidade e

concentração do extrato, estabilidade deste no fluído gastrointestinal e

ligação à este, e o período que o extrato permaneceu no estômago, sendo este

fator, a principal variável que afeta o grau de absorção (RANG, 1991).
No entanto, as doses de 400 e 800 mg/kg de animal apresentaram,

dependendo da via de administração, um aumento na porcentagem de

mortalidade dos camundongos, inclusive, em alguns casos, sendo superior a

porcentagem do grupo controle. Como exemplos: 1 « quando administradas
via intraperitoneal, ate' o quarto dia após infecção, a dose de 400 mg/kg de

animal administrada após infecção (GG) proporcionou 100% de mortalidade

superando 0 grupo controle (GI) que apresentou 80% e, a de 800 mg/kg de

animal (GH) comportou—se semelhante ao controle (Tab.01', Fig.01); 2 «

quando administradas Via orogãstrica, até o sexto dia após infecção, a dose

de 400 mg/kg de animal administrada durante três dias antes da infecção
(GC) resultou em 80% de mortalidade semelhante aos grupos que receberam

as doses de 100 e 200 mg/kg de animal (GA e GB, respectivamente) e, a de

800 mg/kg de animal, tanto no pré—tratamento como tratamento (GD e GH,



“

respectivamente), ocasionou 100%, sendo análoga a porcentagem do grupo
controle (GI), exceção feita ao tratamento após infecção com 400 mg/kg de
animal (GG) administrada via orogástrica, por ter apresentado uma taxa de
40%(Tab.02, Fig.05).

Não se atribuiu a interferência de efeitos colaterais das doses
utilizadas pois estudos anteriores realizados por SILVA (1996) mostraram
que as dose de 71,5 a 2145,0 mg/kg de animal, não apresentarem efeitos
colaterais administradas via orogástrica em camundongos normais, não
infectados (SILVA, 1996). Cabe frisar que, não são conhecidos efeitos
fisiológico de doses superiores à 200 mg/kg de animal em camundongos
infectados com Trypanosoma cruzi.

Os possíveis mecanismos pelos quais o extrato de Mandevilla velutina
atua nos camundongos infectados com Toxoplasma gondii, não foram
estudados neste trabalho. No entanto, sugere—se que seja idêntico ao
mecanismo provavelmente envolvido na infecção experimental com
camundongos inoculados com T. cruzi, o Sistema Óxido Nítrico, por se tratar
do mesmo extrato vegetal (SILVA, 1999).

O Sistema Óxido Nítrico constitui um dos vários mecanismos de defesa
do sistema imune frente à invasão de microrganismos e, consiste na
produção de óxido nítrico (NÓ), mediante ativação de macrófagos
inflamatórios que desencadeiam a conversão da L—arginina em L—citrulina
pela ação da óxido nítrico sintetase induzível (NÓS) na presença de NADPH
e Tetraidrobiopterina (ROÓK, 1997). O NO formado promove a formação de
outros radicais livres, como peróxinitrito (ONOO'), o qual é transformado
em ion hidroxílico (ÓH') e dióxido de nitrogênio (NOf), sendo altamente
tóxicos para os microrganismos invasores (HÓLSCHER et al., 1998 apud
MLVA,1999)

Além disso, segundo CANDÓLFI e cols. (1996) o Sistema de Óxido
Nítrico parece atuar sobre o mecanismo de destruição do Toxoplasmagondii,
pois ao testar aminoguanidina, inibidor da produção de NO, houve aumento
na taxa de mortalidade de camundongos infectados com a cepa C56 tratados
com sulfadiazina, um quimioterápico contra infecção ocasionada por T.

gondii.
Neste trabalho, 0 único animal sobrevivente entre o grupo de animais

tratados após infecção com a dose de 400 mg/kg de animal (GG), via
orogástrica, justificou—se, talvez, pela variação biológica, ou seja, o animal
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em questão poderia ser geneticamente mais resistente do que os outros (Tab.
02).

Em relação aos ensaios terapêuticos que utilizaram células
proliferativas do Sarcoma 180, estes foram realizados por meio da
homogeneização do extrato nas doses de 10, 20 e 50 mg/ml de inóculo,
durante uma hora, com as células proliferativas, para depois, serem
inoculadas em camundongos normais, conforme descrito no item 8.9.

Sugerewse que o extrato tenha atuado reduzindo a taxa de divisão e
crescimento das células proliferativas, ou até mesmo, lesandoNas. Os gruposinoculados com as células possivelmente alteradas ou/em menor número por
estarem homogeneizadas com ZOmg/ml (GB) e 30 mg/ml (GC),
apresentaram uma taxa de crescimento médio de 60% quando comparado
com o grupo controle, em torno de 110% (Fig.07). Além do mais, nos
animais remanescentes destes grupos, sacrificados 61 dias após inoculação,
constatou—se o não desenvolvimento de ascite visivel e/ou perda de massa
muscular, sugerindo que, o ganho de peso referia»se ao desenvolvimento
normal dos camundongos (Tab. 05).

O ensaio, conforme descrito no item 3.10, utilizando doses crescentes
de células proliferativas do Sarcoma 180 foi realizado para se obter mais
informações a respeito deste sarcoma.

Nos animais inoculados com as doses superiores, GC e GD, não se
observou o desenvolvimento de ascite +, talvez, seja pelo fato de não ser
detectado a olho nú ou o observador não possuir tal acuidade visual, ou,
ainda, pelo fato destes animais apresentarem uma evolução súbita do quadro
de ascite, em consequência da alta quantidade de células proliferativas (Tab.
08). As doses inoculadas nestes grupos, proporcionaram um tempo de
sobrevivência semelhante a ambos, o qual é ideal no que se refere ao tempo
reduzido para se acompanhar animais em ensaios terapêuticos.

Constatou—se também que, pelo fato da taxa percentual de
sobrevivência dos animais inoculados com a menor quantidade (GA) ter sido
em torno de 60%, até 1500 dia (Fig.09), a quantidade de 5x104 células
proliferativas não seria a ideal, pois não possibilitaria a verificação da
eficácia terapêutica. Neste caso, atribuiu—se possíveis fatores relacionados: a
quantidade não é suficiente para ocasionar o desenvolvimento das
manifestações polimórficas do sarcoma, talvez, pelo fato do organismo
combatênlo, os animais até este período, ainda, não as desenvolveram,
podendo adquiri—las tardiamente.



Segundo LUBINEICKI & CYPESS (1975) apud PEREIRA e cols. (1983), o
tempo de sobrevivência e o período de incubação (período decorrido desde a
inoculação até o aparecimento da ascite) são proporcionais à quantidade de
células proliferativas inoculadas em camundongos, isto foi constatado no
presente trabalho (Tab.08). Além disso, a taxa relativa de aumento do peso
dos grupos foram independentes da quantidade inoculada, permanecendo
constante entre os grupos, por não haver diferença significativa entre GA,
GB, GC e GD, ao contrário da duração da doença (período compreendido
entre o início da formação da ascite até a morte).

Também, comparou—se o desenvolvimento do peso dos animais
inoculados com células proliferativas com o de animais normais, ou seja,
não inoculados com células proliferativas, apresentando estes uma taxa de
crescimento aproximadamente constante e inferior a aqueles (Tab.04;
Fig.]O). Cabe ressaltar que os animais utilizados são adultos e, portanto, não
apresentam uma taxa de crescimento significantemente ascendente.

Sendo assim, acredita—se que ocorra uma aumento inicial no peso dos
animais, decorrente da multiplicação das células do Sarcoma 180 e, em
paralelo, uma súbita e progressiva perda de massa muscular. Isto
possivelmente, ocorria devido a um grande crescimento inicial do número de
células proliferativas, debilitando o hospedeiro, o qual teve sua resistência
orgânica reduzida, devido ao provável catabolismo músculoNprote'ico e as
sérias alterações bioquímicas.

Os ensaios experimentais realizados com Sarcoma 180 não
possibilitaram obter considerações a respeito da atuação do extrato de M.
velutina pois, as células proliferativas ocasionaram manifestações
polimórficas que dificultaram o estudo, o qual foi encerrado por ir contra as
Normas Eticas Internacionais por causar desconforto e angústia aos animais.

Pôde se concluir que o extrato bruto liofilizado de Mandel/illa velutina
não atua de maneira significativa no aumentando do tempo médio de
sobrevivência de camundongos infectados por Toxoplasma gondii, assim
como, em células proliferativas do Sarcoma 180, matandowas diretamente ou
reduzindo a taxa de multiplicação e crescimento.

De maneira ampla, atribui—se a interferência de vários fatores:
variações da resposta imunológica, por não se utilizar camundongos
isogênicos SPF (livre de patógenos especificos), tanto pelo alto custo, como
para manutenção; pela ausência de monitoramento da temperatura; pelo uso
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de uma cepa altamente virulenta de T. gondii“, e pelo fato do pouco
conhecimento da fisiopatologia do Sarcoma 180, o que impossibilitou a

montagem de protocolos mais aperfeiçoados.
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